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人工 関節周囲に生 じる骨融解 (オ ス テ オ ライ シ ス , O Ste Olysis) の 原因と して, 人工 関節憫動画か ら産出さ れ る ポ リ エ チ
レ ン摩耗粉を食食 した マ ク ロ フ ァ ー ジが , 炎症性 サ イ トカイ ン を放出 して , 破骨細胞が誘導 され る横序が推測 されて い る ･
一
方 , 生 体材料と細胞 の 反応 に は, 材料表面 に付着す る蛋白が重要で , そ の 蛋白の種類 によ っ て細胞の 反応が変化するとい われ
て い る. しか しポ リ エ チ レ ン 粒子 bolyethyle n eparticles) は無血 清培養液中で は , そ の 比重と表面荷電 の ため に凝嵐 浮上 し
て しまうた め , こ れ まで細胞 に曝露す る実験系で は ほ と ん ど使用す る こ と が 不可能 であ っ た ･ そ こ で 本研究で はマ ク ロ フ ァ
ー
ジ と ポ リ エ チ レ ン 粒子を再現性をも っ て混 合, 接触 させ る方法を確立 し, 粒子周囲の 付着蛋白が マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 粒子会食,
サ イ ト カ イ ン 産生 に 与える影響を明 ら か に する こ とを目的と し た . まず光散乱法を用い て 粒子の 凝集 に つ い て検討を行 っ た ･
そ の 結果, 無血清浮遊液で は7･20±6,35甘m (平均± 標準偏差), 血 清浮遊液で は 3-31± 0･59〃 m と, 血清浮遊液で粒子径が小
さ か っ た . す なわ ち粒子周囲に 血清蛋白を付着 させ る こと で , 粒子 の 凝集が 抑制さ れ る こ とが 判明し た.･また こ の ときの 粒子
周囲に付着する血清蛋白をS D S-P A G E で検討 した と こ ろ , ア ル ブ ミ ン と γ - グ ロ ブリ ン が 検出さ れ た ･ さ ら に, マ ク ロ フ ァ
ー
ジ の 付着 したチ ャ ン バ ー ス ラ イ ドを 粒子浮遊液で充填後, プ ラ ス チ ッ ク シ ー トで 密閉, 倒立 し培養を行う倒立培養法を用い る
こと で , ヤ ク ロ ブ ア ー ジ とポ リ エ チ レ ン 粒子を再現性をも っ て 混合, 接触 させ る こ とが 可 能と な っ た ･ こ の 方法を用 い る こ と
で , ポ リ エ チ レ ン 粒 子周囲 の 付着蛋白 に より , マ ク ロ フ ァ ー ジの 粒子会食促進, イ ン タ ー ロ イ キ ン (Interle ukin, IL)-6･
Ⅰし1ノ9の 産生増加が認め られ た ･ ま た ポ リ エ チ レ ン 粒子周囲に ア ル ブ ミ ン ･ γ
- グ ロ ブ リ ン を それ ぞ れ付着させ て ･ マ ク ロ フ ァ
ー ジの 粒子貪食及び サ イ ト カイ ン の 産生を, 培養後12時間で検討 し た結果, γ - グ ロ ブ リ ンを付着 させ た場合に有意 に粒子の
食食促進, Ⅰし1βの 産 生増加を認 め た ･ 以上 の 成績 か ら , ポリ エ チ レ ン 粒子浮遊液 に血 清を加える こ と に よ っ て 比較的均
一 な
浮遊液が作成可能であり , さ ら に倒立培養法 を用い る こ とで マ ク ロ フ ァ ー ジに粒子を再現性 をも っ て会食させ る こ と が 可 能で
ある こ と が 明ら か と なっ た . ま た マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る ポ リ エ チ レ ン粒子 の 会食に お い て, 粒子周囲の 蛋白付乱 特 に γ - グ
ロ ブリ ン に よる オブ ソ ニ ン化 が重要 であり, それ によ り粒子の 貧食が促進さ れ る結果, サ イ トカ イ ン の 産生 が増加す る機序が
推察 さ れ た.
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変形性股関節症, リ ウ マ チ 性股関節炎に対す る手術 と し て ,
日豊側 に ポリ エ チ レ ン ソ ケ ッ ト, 大腿 骨側 に金属製ス テ ム を設
置する人工股関節置換碗が広く普及 して きた . 大部分の 症例で
良好な術後成績が報告 さ れ て い るが , 一 部 にイ ン プ ラ ン トの 固
定が 良好である にもか か わ らず, そ の 周囲に骨融解(オス テ オ
ライ シ ス , O Ste Olysis) が 観察さ れ, そ の 後に イ ン プ ラ ン トの 弛
みが 起こ り, 再 置換術を余儀 なく さ れ る症例 が存在す る こ と が
わか っ て き た1). 若年者 にも本術式が適応 さ れ るよ う に な っ て
きた昨今, 人工 関節の 長期成績をさら に 向上させ るた め にも, オ
ス テ オ ライ シス の 病態の 解明は非常 に重要な問題となっ てい る.
オス テ オ ライ シス の 原因と して , 関節 情動面で の 摩耗 に より
生 じた ポ1) エ チ レ ン粒子(polyethyle n epa rticles) を マ ク ロ フ ァ
ー ジが 貪食 し, 炎症性 サ イ ト カイ ン を放出し て, 破骨細胞が活
性化 さ れ る機序が推測 され て い る
2卜4)
. しか し ポリ エ チ レ ン 粒
子 は そ の 比 重と 表面荷電の ため に, 特に 細胞 に曝露す る実験 に




, ラ テ ッ ク ス
6)7)
等 の 他 の 粒子 を用い て
一 連の 反応を再現さ せ て い る の が現状で
ある . しか しなが ら他の 粒子 で は なく, ポリ エ チ レ ン粒子が オ
ス テ オ ラ イ シ ス に最も重要と考え ら れ て い る こ と か ら , こ れを
用い た 実験系を確立 し, 粒子 間の 比較を行う必要がある . 従来
ポ リ エ チ レ ン 粒 子を用 い た実験系 と して , ゲ ル を 用い た培養
法 9)10), 底面 に マ ク ロ フ ァ ー ジ を付着 させ た シ ャ
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テ レ ン 粒子浮遊液中 に浮かす方法
1 1)等が 考案 さ れ て きた が , 再
現性が 不十分であっ た . そ こ でまず, 再現性 の 高 い 実験系 を工
夫す る こ と と した .
一 方 , 固形の 生体材料に関する研究か ら材料 と細胞 の 反応に
は , 材料表面に付着する蛋白が重要で , 介在す る蛋白に よ っ て
細胞 の 反応 が変化す る と い わ れ て い る . 例え ば Bra sb ら
12)は ,
人工 血管 に関する検討 か ら, ア ル ブ ミ ン を優先的 に吸着する材
料 は血小板 を活性化 し捷い が , フ ィ プ リ ノ ー ゲ ン や γ 一 グ ロ ブ
リ ン を強く吸着する材料は容易 に活性化す る と報告 して い る .
しか し粒子 と周囲付着蛋白, そ の 蛋白が細胞 に与える影響に つ
い て は 報告 が少なく一 時 に ポリ エ チ レ ン 粒子 に 関する報告は な
い
. そ こ で本研究で は, マ ク ロ フ ァ ー ジが ポ リ エ チ レ ン 粒子を
会食する際 に, 粒子表面 に付着 して い る蛋白が重要な役割を果
た して い る と考え, そ の 蛋白の 同定を行 っ た . さ ら に試靡管内
で粒子周囲の 付着蛋白が マ ク ロ フ ァ ー ジの 粒子食食, サ イ ト カ
イ ン 産生 に与える影響を検討 した.
材料 お よび方法
Ⅰ . マ ク ロ フ ァ ー ジお よ びポ リ エ チ レ ン粒子
1 . ヒ ト マ ク ロ フ ァ ー ジ
正常人末梢 血 か ら Fic oll法 に準 じて搾取 した 単核球申, プ ラ
ス チ ッ ク付着性を有する細胞を分離 し, マ ク ロ フ ァ ー ジ と して
用 い た 13). ヒ ト 末梢血 10ml に対し, R P M I16 4()培地 (I C N
Bio m edic als, C alifo rnia, U S A)15ml を加え混和 し, リ ン フ ォ
セ パ ー ル 溶 液 (免疫生物研究所 , 群馬)20mlを下 層 に重層後,
1800回転/ 分で 30分間遠心 した . 上 清を吸引除去 し単核球層
を採取後, 洗浄を3回線り返 した . 得 られ た単核球浮遊液を マ
ク ロ フ ァ ー ジ純粋分離用特殊 コ ー テ ィ ン グ プ レ ー ト (日 本抗体
研究所, 高崎) に添加 し, 37℃, 30分間静置 した . 上 浦を取り
除き, 3回洗浄を繰り返 し非付着細胞を除去後, 4℃に 1時間放
置 した. ピペ ッ テ ィ ン グ にて 細胞 を回収後, 洗浄 を2回線り返
し た . フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 に よ り , 9 5 %以 上 の 細胞 が
C D 14陽性 で マ ク ロ フ ァ ー ジ と同定され た .
2 . ポリ エ チ レ ン粒 子
ポ リ エ チ レ ン 粒子 は直径3/∠ m の 低分子量ポ リ エ チ レ ン 球形
粒子(住友精化, 大阪) を便用 した . 50mlコ ニ カ ル チ ュ ー ブ 申
で , 60 ℃エ チ レ ン オキ サ イ ドガス 滅菌 して お い た ポ リ エ チ レ ン
粒子を, R P M I16 40培地 に浮遊 させ , 超音波 ホ モ ジ ナ イ ザ ー
U R-20P(ト ミ ー 精工 , 東京) に て 可 及的に分散させ た . な お使
用直前 にボ ル テ ッ ク ス 処理 し, 肉眼的に浮上 , 凝集 して い な い
こ と を確認後, 実験 に便用 した .
ヒ ト血清蛋白の 有無 によ る ポ リ エ チ レ ン粒子 の 凝集の 違い を
比較する た め , 粒子 の R P M I164 0培地浮遊液 と ヒ ト血清浮遊液
を作製 し, 光学顕微鏡 にて 観察 した . また両 浮遊液の 浮遊粒子
径を光散乱測定装置 D LS 7000(大塚電子, 東京) に て 測定 し た.
Nishiya m aら
14)の 方法 に準 じて , 粒子 の 濃度は1,Om g/ml とし,
25.0℃で , 浮遊液 に波長488n m の ア ル ゴ ン レ ー ザ ー 光を照射 し,
散乱光 の 吸光度測定を200固練り返 し行 っ た .
Ⅰ . ポ リ エ チ レ ン粒子周囲に付着する血 清蛋白の分離 . 同定
1 . 蛋白付着粒子 の精製
粒子浮遊液の調製時 と同様 に, ポ リ エ チ レ ン 粒子は 直径3/∠ m
の低分子量 ポ リ エ チ レ ン 球形粒子を使用 した . ガス 滅菌 して お
い た ポ リ エ チ レ ン粒子を ヒ ト血清に浮遊させ , 超音波 ホ モ ジ ナ
イ ザ 一 にて 分散 させ , 3 7℃で 8時間静置 し た. 径0.4 5/∠ m の メ
ン プ レ ン フ ィ ル タ ー ･(ミ リ ポ ア , 東京) に より, 遠心 ろ過を2固
練り返 して遊離蛋白を除去 し, フ ィ ル タ ー 上 に残 っ た 粒子を蛋
白付着粒子 と した .
2 . S D S ぜA G E
2× S D S試料溶解液 (2 0% SDS, 20 % グ リセ ロ ー ル , O.5M
m s-H Cl
, pH6.8, 0.8 %brom phe n ol blue) と10 % 2- メ ル カプ ト
エ タ ノ ー ル を9 : 1の 比で 混合後, 精製 した ポ リ エ チ レ ン粒子
浮遊液と こ の 溶液を1: 1 で混合 し, 95℃で 2分間加熱 し た.
こ の 操作 に より粒子付着蛋白が粒子か ら分社 され , 蛋白中の ジ
ス ル フ ィ ド結 合が 切断 され る . また 4 %ヒ ト血 清を対照と して
使用 し た . 10 %の S D S を含ん だ ア クリ ル ア ミ ドゲ ル を作成 し,
こ れ らの 試科を電気泳動 して ゲ ル 上 に分離 し た. さ ら に ポリ ビ
ニ リ ジ ン ジ フ ル オ ラ イ ド bolyvinylide n ediflu olide, P VI)F膜に
転写し, ク マ シ ー プ リーリ ア ン ト ブ ル ー ko o m asie b ri11iantbru e)
に て膜の 染色を行 っ た15).
3 . 付着黄白 の 解析
S D SqP A G E に よりP V D F膜 上 に 得 ら れ た バ ン ド を切りだ し,
気相 プロ テ イ ン シ ー ク エ ン サ ー H P･G 1005A Protein Sequ e n cing
Syste m(Hewiettpa cka rd, C alifomia, U S A) に てN 末端ア ミノ
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Fig. 1. In v e rted c ultu re sy te m. M a c rophage s a re att ched
o nto the botto m of 4M W ellcha mbe r slide s. Afte r c o mplete
r e m o valofthe c ultu re supe rn at nts, a pOlyethyle n eparticle
su spe n sio nis ad dedto the w ells. The slideisthe n s e aled wi th
apla sticAlm , and thein cubado ntake spla cein an uPSide
-do w n
po sitio n･ In this syste m, C ells a rein bette r c onta ct with
polyethyle n epa rdcle sthatflo atupw ard than they a rein the
u su alsyste m.
粒子付着蛋白が マ ク ロ フ ァ ー ジ 活性化 に与え る影響
酸配列を解析 した ･
Ⅱ . マ ク ロ フ ァ ー ジとポリ エ チ レン 粒子の 共存培養
1. 正立培養法
ポ リ エ チ レ ン粒子周囲の 付着蛋白 が , マ ク ロ フ ァ ー ジの 粒子
貪食に与える影響をまず通常 の正立培養法で検討 した･ 4ウ エ
373
ル チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド (Nu n c, I11inois, U SA) 上 で 1× 10
6個/
ウ エ ル となる よう に細胞を調製 し, 37℃で 8時間培養を行っ た.
非付着細胞を除却乳 ポ リ エ チ レ ン 粒子の 血 清蛋白非付着浮遊
液 , 血清蛋白付着浮遊液をそれぞれ濃度1.Omgノ山1 で加え た .
37℃で 1 2時間培養後 に細胞を回収 し, さ ら に サ イト ス ピ ン
A
Fig.2. Lightphoto mic rogr a m ofpolyethylenepa rticle swith o rwitho utadso rbed se ru mprOtein･ (A)A 鹿wlarge Cluste rs ofpa血 cleswi th
adiam eter Ofm o rethan 10fL m are Se e nin ase ru m
-fre e m ediu m･ (B)Ma nysingle particle s and sm a11clu ste rs ofpaれicle s withadiam eter
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Fig･ 3･ Siz edistri butio n ofpolyethyle n eparticle s with o rwi tho utadso rbeds e ru mpr Oteins･ ¶一eSiz eofpolyethyleneparticles ina s e ru m
-
かe emedium W and in a se ru m- C Ontaining m ediu m (B) w a s mea s ured by dyn amiclight sc attering(particle c o n c e ntratio n,l･Omg/mi;
te mpe ratu r e,2 5.0℃).
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(Sha ndon , Chesire , Engla nd) に て浮遊 して い る粒子を除去 し
て細胞成分の み と し, 偏光顕微鏡で貧食の様子を観察した .
2 . 倒立培養法
粒子 の 浮上 の 影響を最小 と し, 粒子周囲の付着蛋白の影響の
み を正確 に反映す る実験系と して , さ らにShir ataら 1 6)の倒 立
培養法(図1)を利用 した . 正立培養時 と同様 に4 ウエ ル チ ャ ン
バ ー ス ラ イ ド上 で , マ ク ロ フ ァ ー ジを37℃で8時間培養し, ウ
エ ル の 底面 に細胞を付着させ た. 非付着細胞を除去後, マ ク ロ
フ ァ ー ジの付着した各ウ エ ル を粒子浮遊液で充填し, プ ラ ス チ
ッ ク シ ー トで密 閉 した. 気泡の 混入の な い ことを確認後, チ ャ
ン バ ー ス ラ イ ドを倒立 し, 浮遊液 の漏出の ない こ と を確か め ,
培養 を行 っ た . 光学顕微鏡 にて細胞と ポリ エ チ レン 粒子が 良好
に接触 して い る こ とを確認 した.
Ⅳ. 粒子周囲付着蛋白に よ るマ ク ロ フ ァ ー ジ活性化の評価
1 . 血 清蛋白付着の 影響
ポ リ エ チ レ ン粒子 の 蛋白非付着浮遊液, 蛋白付着浮遊液を倒
立培養法 に使用 し, 粒子周囲の 蛋白付着が マ ク ロ フ ァ ー ジ の 粒
子貪食に与え る影響を検討した . マ ク ロ フ ァ ー ジ がチ ャ ン バ ー
ス ライ ド上 で 2× 10
5個/ウ エ ル と な る ように調製 し, ポリ エ チ







Fig.4. Se r u mpr otein sbo u nd to polyethyle n epa rticles.
Co o m as sieblu e staining of S D S f A G E for apr 瓜e of hu m an
S e ru mPrOtein 仏) and ofopso nized se ru mprOtein b in dingto
POlyethylene pa rticle s(B). 30FLl ofthe SD Spr otein s amPle
Wa SuSedperlan e Of SDS･P AGE･ Fo r co mparis o n,30FLlof 4%
hu m an Se ru m W aS u S edto危･a Ctio n ate n o r m als e ru mprOteins.
A B
Fig･5･ Polarized lightphoto mic rogr?Ph of m a c rophage sphagocyto sing polyeth勇en eparticle s. (A)Ma c rophages expo sed to n oco ating
polyethyle n eparticlesinthe usualc ultu r esyste m do n otphago cyto seany pa rticle s. (B)M a cr ophage s e xpo sed to protein-C O ated
polyethyle n epa rticlesin the u s ualsystem in clude m a ny pa rticle sin their cytoplas m(c ellc o nce ntration , 1 × 10
6
c e11/w e11;Particle
C O n C entrahon,1･O mg/mi;te mperatu r e,37℃;in c ubatioTltime,12叫 . Barindicate slOFL m .
粒子付着蛋白が マ ク ロ フ ァ サ ジ活性化 に与え る影響
に上浦を回収 し, E u S A法 にて 腫瘍壊 死因子 a (血 m o r n ec ro sis
fa ctor- α , T N F-一α), イ ン タ ー ロ イ キ ン (inte rle ukin, IIJ)掘, IIJ
lノ9 をそ れ ぞれ 測定 した ･
予め96穴 マ イ ク ロ プレ ー ト (Co sta r, M as sa chu s etts, US A) に
抗 ヒ トモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 取& D Syste m s, M in n e sota, U S A)を
コ ー テ ィ ン グ し, オ
ー ト ミ ニ ウ ォ ッ シ ャ ー A M ≠ 2(バ イ オ テ ッ
ク, 東京)を用 い て各 ウ エ ル を4回洗浄後, 横衝液15 0ノ∠lを入
れ, 4℃で 2時間静置 した . 2回流削軋 測定サ ン プル また は標
準液 (0 ～ 1000pg/ml)10叫1 を各ウ エ ル に加 え, 室温 で8時間
反応 させ た 一 次 に4回洗浄衡 抗 ヒ ト ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 (大
日本製薬 , 大坂)100〃1を入 れ , 室温で 45分反応さ せ た ･ さ ら
に4回洗浄後 , 標識抗体100〃1 を加え, 室温で 30分間反応 させ
た . そ の 後5回洗浄 し, 発 色液10 0/∠1 を 入 れ, イ ム ノ リ
ー ダ ー
叩 -2300(ナ ル ジ ェ ･ ヌ ン ク ･ イ ン タ
ー ナ シ ョ ナ ル , 束京) にて
吸光度を測定 し, 標準 曲線をもと にサ ン プ ル 中の 蛋白濃度を算
出 した.
また 細胞 は 回収後 サ イ トス ピ ン し, 粒子 を会食 して い る細胞
数を算定 した.
2 . ア ル ブ ミ ンお よ びIgGの コ
ー テ ィ ン グの 影響
前述の 直径3〃 m の ポリ エ チ レ ン粒 子 を, 5 %ヒ トア ル ブ ミ ン
溶液(シ グ マ , 東京), 5 % IgG溶液(シ グ マ) にそ れ ぞれ 分散私
37 ℃ で 8時間静置 し た. 血清蛋白を付着させ る 時と 同様 に , 径
乱4 5J∠ m の メ ン プ レ ン フ ィ ル タ
ー に よ り遠心 ろ過を2回線り返
し, 浮遊蛋白を除去 した . こ れ に より得 られ た アル ブ ミ ン付着
粒子とIgG付着粒子を使用 し, 粒子 周囲 の ア ル ブ ミ ン お よ び
IgG付着が マ ク ロ フ ァ ー ジの 粒子会食 に与える影響 を検討 し
た
.
マ ク ロ フ ァ ー ジ は2 × 10
5個/ウ エ ル に 調製 し, 粒 子濃度は
0.1mg/ml と した. ア ル ブ ミ ン とIgGを コ
ー テ ィ ン グ した 粒子
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Fig, 6. Tim e c o u r s efo r pe r c e ntage of m a c r ophages
phago cyto sing polyethyle n epa rticle s when challe nged with
pr otein- C O ated a nd n o c oating pa rticle s. Cells were pla ced o n
Cha mbe r slide s a nd in c ubated in R P MI1640m ediu m. Afte r8
hr, the pa rticle s u spe n sio n w a s added andthe cha mbe r
Slide s w er ein v erted. Cells w e r egather ed afte r3, 6, 12, 24
hr ofc ultu rein theinve rtedpo sitio n. Pointr epre s ents烹 ± S D
(n = 5). ●, pr Otein-C O atedparticle s; □, n O C O a也ng pa rticles･
* *




た 細胞は 剛 叉後サイ トス ピ ン し, 粒子を貪食 して い る細胞致を
算定 した . 血清蛋白 の 付着 して い な い ポ リ エ チ レ ン 粒子 を マ ク
ロ フ ァ ー ジに貧食させ た場合, お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ の み 培養
した 場合を対照 と した .
Ⅴ 一 統計学的検討
測定結果は平均値 ±標準偏差 区 ±S D) で 表記 し た. 統計学
的有意差 は, F検定 に よ る等分散の 検定を行い , 分散が 等 しい
時 に はStude nt の t検定 を, 等 しくな い 時 に は W elchの t検定を
行 っ た . 危険率5 %をも っ て 有意差あり と判定 した .
成 績
Ⅰ. ポ リエ チ レ ン粒子浮遊液の光学顕微鏡像 お よ び粒子径
光学顕微鏡 に よ る ポリ エ チ レ ン粒子 の 観察 にお い て , 無血 清
浮遊液で は 凝集 した大きい 粒子が多く, 1町 m 以上 の 巨大な粒
子も存在 した (図2 A) の に対 し, 血 清浮遊液で は 粒子径が小 さ
く , 勢和 m 程度 の 粒子 が中心 の 比較的均
一 な 浮遊液であ っ た
(図2B). また光散乱法に よ る粒子径の 分布は , 無血清浮遊液で
は 数 〃 m か ら数十〟 m の 広い 範囲に分布して い る (国3 A) の に
対し, 血 清浮遊液で は1叫 m 以下 の 粒 子が多か っ た (図3 B).
平均粒子径で もそ れ ぞ れ 7.2 0± 6.35/ノ m , 3.3 1± 0･59/∠ m と ,
有意 に血 清浮遊液で粒子径が小 さか っ た . こ れ は疎水性の ポ リ
エ チ レ ン 粒子周囲に , 血清蛋白が付着 して オ ブ ソ ニ ン 化が お こ
り, 粒子の 凝集を妨げ るた め と考え られ た .
Ⅰ . ポ リ エ チ レ ン 粒子周圃の付着蛋白
S D S-P A G E によ る付着蛋白 の 解析 で は , 3種 類の 比較的鮮明
な太 い バ ン ドが 得 ら れ た (図4). こ れ ら は血 清を泳動 し た場合
に得 ら れ た バ ン ドと 一 致 し, 分子量 はそれ ぞ れ66k Da, 33k Da,
22k Daと 推定さ れ た . プ ロ テイ ン シ ー ク エ ン ス に よ る N末端 ア
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Fig. 7. Tim ec o u rs efo rI し6pr odu ctio nby m a c rophage s
challe nged with protein
-C O ated a nd n o c oating polyethyle n e
pa rticle s. Cells w e repla ced o n cha mbe r slides and in cubated
in R P M I1640m ediu m. A 氏e r8 hr, the particle s u spe n sio n
w a s added a nd the cha mbe r slide sw er ein v e rted. The
s upe rn at nts w er egathered after 3, 6, 12, 24 hr ofc ultu r e
in thein v e rted po sitio n. Pointr epr e s ents 富 士S D(n = 5)･











Fig･ 8･ Tim e c o u r s efo rIL
-1Iヲ produ ctio nby m a cr ophage s
Challenged withprotein- C O ated a nd n o c o ating polyethyle n e
particle s. T he e xpe rim e ntal pr oto c oI w a side ntic al to
thatde $ C ribed fo rFig.7. Pointr epr ese nts 富 士SD (n = 5).
































Contror Protein- +Albumin +lgG
Fig. 9. Effe ct of albu min and IgG binding to polyethyle n e
particle s o ntheI し1βpr odu ctio n of m ac rophage s stimulated
for12 hr by pa rticle s. Produ ctio n of IIJIP w a s m e a s u red by
u sing albu min-C O atedparticle s a nd IgG-C O ated pa rticle s(c e11
c o n c e ntr atio n, 2× 10
5
c e11/w ell; pa rticle c o n c e ntr atio n, 1.O
m g/ml;te mpe r atu re, 37 ℃). Colu m ns repr ese nt the m e a n
V alu e s of I し1/9 pr odu ctio n;V e rtic al ba rs sho wS D(n
= 5)･
*
p<0.05, CO mparedto the valu e sfo r n o c o ating and albu min
-
C Oatedparticle s,Stude nt
'
st test.
E VQL V E, D IV M TQで あ っ た . 血 清中 の 蛋白濃度も考慮 し,
それ ぞ れ ア ル ブ ミ ン , γ - グロ ブ リ ン の 重鎮, 軽鎖 と判断 した .
すな わち ポリ エ チ レ ン粒子周囲の 付着蛋白と して , ア ル ブ ミ ン ,
γ
- グ ロ ブリ ン が検出され た . これ ら の他にも数種類 の 細 い バ
ン ドが認 め られ た が , プ ロ テ イ ン シ ー ク エ ン ス で は 解析限界以
下 で あっ た .
Ⅱ . 正 立培養法に 点 け る粒子周囲 の付着蛋白の影響
血清蛋白の 付着して い ないポリ エ チ レ ン粒子の 浮遊液 の 場合
では, 偏光を有する物質(ポ リ エ チ レ ン粒 子) は存在 せず, 粒
子を食食 し て い る マ ク ロ フ ァ ー ジ を ほ と ん ど 認 め な か っ た
(図5A). 血 清蛋白 の 付着 した ポ リ エ チ レ ン 粒子の 浮遊液 では,
マ ク ロ フ ァ ー ジと重 な っ て , 多数の 偏光を有する粒子 を認めた
(図5 B). サ イ トス ピン により遊離の ポリ エ チ レ ン粒子 は除去され
ており, 粒子 はす べ て細胞質内に会食され たもの と考えら れた.
Ⅳ . 倒立培養法 にお け る粒子周囲の付着蛋白の影響
粒子周囲 の 付着蛋白の 影響の み を正 確 に知 るた め , 倒立培養
法を利用 し た . 倒 立培養法 で の マ ク ロ フ ァ ー ジの ポ リ エ チ レ ン
粒子貪食 は時間依存的に増加 して お り, 血 清蛋白付着 の ない 場
合に比較 して , 血 清蛋白付着の あ る場合が全時間経過 で大きか
っ た (図6). 培 養上 清中 のⅠし6濃度も時間依存的 に増加 して お
り, 血清蛋白付着の ある場合 が金時間密通 で大きか っ た (図7).
Ⅰしり 濃度は曝露後12時間が最大で , 24時間で は や や減少 して
い た . こ れ も血 清蛋白付着 の あ る 場合で大き か っ た (図8).
T N F- α は検 出限界以 下 で あ っ た . 貪食 率, Ⅰし6, Ⅰし1β ともに
暴露後12時間で有意差を認め た た め , 以 下 の 実験 で は暴落後
12時間で の 億を比較 した .
Ⅴ . ア ル ブミ ン , IgG 付着 に よ る マ ク ロ フ ァ
ー ジ活 性化の
遣い
IgGを ポ リ エ チ レ ン 粒子周囲に付着 させ た場合 は , ア ル ブミ
ン を付着 さ せ た 場合や , 蛋白を付着 させ な い 場合 に比較 し て,
マ ク ロ フ ァ ー ジ の 粒子禽食率 が大きか っ た . また 培養上 浦中の
Ⅰし1ノ9 濃度も粒子周囲に ア ル ブ ミ ン を付着さ せ た場合 や , 蛋白
を付着 させ な い 場合 に比較 して , IgG を付着させ た場合 に有意
に大きか っ たb < 0.05) (図9).
考 察
Cba mley ら
17)の 報告以来, 高度 に破壊され た股関節 に対する
手術 と し て , 日豊側 に ポ リ エ チ レ ン
､ノ ケ ッ ト, 大腿骨側 に金属
製 ス テ ム を 用い , そ れ らをセ メ ン トで 固定す る 人工 股関節置換
術 が広く普及 して きた . 大部分 の 症例で 良好 な術後成績が報告
され て い る が ,
一 部 にイ ン プ ラ ン ト の 固定 が 良好 である にもか
か わ らず, イ ン プ ラ ン ト周囲 に骨融解を生 じ る症例 が存在する
こ と が 報告 さ れ て き た‡). レ ン トゲ ン 像 上 オ ス テ オ ライ シ ス と
呼ば れ る こ の 部位 を再置換術時 に観察す る と , 偽膜様 の 組織が
認め られ る が , W illeれ ら
18)は こ の 組織中に人工関節材料 の 粒子
が存在 し, そ れ ら が異物性炎症 を起 こ して い る と衆初に報告し
た . そ して こ の ポ リ エ チ レ ン , セ メ ン トや 金属の 粒子の 貯留が
人工 関節 の 弛 み の 原因で あ ろう と結論 した . 一 方 , Harrisら
1 9)
は膜横紙織 の 組織学的検討 か ら , 人工 関節周囲に急激 に起 こる
オ ス テ オ ライ シ ス は , 骨接 合剤 である セ メ ン トの 破砕粒子に対
す る組織反応 の 結果であ ると 推定 した
2 n)
.
こ れ を避け るた め に
セ メ ン ト非使用 の 人工 関節も使用 され るよ う に な っ たが , こ の
場 合に もオ ス テ オ ラ イ シス は生 じ得 る こ と が 報告 さ れ た 2). す
な わち セ メ ン ト使 用, 非使用 に関わ らず, オ ス テ オ ライ シス が
起 こ る こ と が判明 し, セ メ ン ト粒子以外の 粒子が原因と考えら
れ る よう に な っ た21). そ の 後の 周囲組織の 詳細な検索 に よりポ
リ エ チ レ ン 粒子を食食 し た マ ク ロ フ ァ ー ジが 多数観察され , 現
在で は ソ ケ ッ ト に使用 され た ポリ エ チ レ ンの 摩耗粉 が , オ ス テ
オ ライ シス の 主原因である と考えら れ て い る22). オ ス テ オ ライ
シス は 時間経過 と とも に進行 し, 人工 関節 の長期成績 に大きな
影響を与え るた め , ポリ エ チ レ ン粒子 に よ る オ ス テ オ ラ イ シス
の 病態解明が重要な課題 とさ れ て い る .
近年の 分子生物学的検索 に より , 人工 関節周囲組織中
､
の ポリ
エ チ レ ン 粒子を食食 した マ ク ロ フ ァ ー ジ , 多核巨細胞等が産生
粒子付着蛋白が マ ク ロ フ ァ ー ジ活 性化 に与え る影響 377
するサ イ ト カ イ ン , マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア
ー ゼ (m atrix
m etallopr otein ase , M MP)や 成長因子が , 骨吸収に 重要な役割
を果たす こ と が 知 ら れ る よう に な っ た
2 3)2 4)
.
c biba ら 2 5)2 6)は 膜
様組織の 生 化学的, 免疫組織学的検討か ら コ ラゲ ナ
ー ゼ , プ ロ
ス タ グ ラ ン デ ィ ン E2(pr o stagla ndin E2, P G E2), ILrl, II]6,
T NFl α の 活性克進 を示 した . また Yokoha m aら
27)はイ ン プ ラ ン
ト周囲肉芽組織中 の 異物巨細胞 が , 骨 基 質分解能を有す る
MM P-9を多量 に産生する こ とを示 した . 一 方 , 人 工 関節周囲
に蓄積 さ れ る ポ リ エ チ レ ン 粒子 の 大き さ や 形状 に関 し て は ,




, Ca mpbell ら
30)が 人 工股関節 の
再置換術時 に得 られ た 膜様組織 に含まれ る粒子を分析 し, 大き
さ は1〃 m 以 下 で 針状の もの が多い と 述べ て い る ･
と こ ろで , 弛み をきた し た人 工 関節周囲組織 に, ポ リ エ チ レ
ン粒子を食食 したマ ク ロ フ ァ ー ジが 存在 し, 炎症反応が観察 さ
れた だ けで は, ポ リ エ チ レ ン粒子が 人工 関節 の 弛み の 直接の 原
因である と は断定 できな い . 実際 に ポ リ エ チ レ ン粒 子に よ り,
炎症が惹起 さ れ , そ れ に より オ ス テ オ ラ イ シ ス が生 じる こ とを
証明する必要がある . そ こ で こ の 現 象を 生体内で再現 させ る こ




32)は ラ ッ トの 膝関節内に ポ 1)エ チ レ ン粒 子
を注入 した 実験を, Go odm anら
33)34)は ラ ッ トの 脛骨の 骨欠損部
に固形の ポ リ エ チ レ ン を挿入 した 実験を行い , ポリ エ チ レ ン 粒
子を貪食 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ によ っ て 引き趣 こ され る炎症反応
を示 した . ま た Go odm a nら3
5)は同 じポ リ エ チ レ ン を 関節 に 入
れて も, 形状が 固形 か粒子か で 反応 が異な る と も述べ て い る ･
一 方 , Gelb ら
36)は ラ ッ トの エ ア ー ポ ー チ モ デ ル を用 い て, 大き
さや 形 の 違う セ メ ン ト粒 子 に村す る反応を調 べ , 白 血 球数,
M M P, P G E 2 は大きい 粒子 の 場合 に高く , T N F は小 さ い 粒子
の 場合に高か っ た と結論 した.
一 連の 反応 を詳細 に検討 したり , 材料間の 比 較を正確 に行う
ため に は さ ら に試験管内で の 実験が必要と な る が , 使 用する粒
子, 細胞 , 投与方法 , 評 価項目が報告者 に よ っ て 異 な る た め,
結果の 比較が 非常 に困難 に な っ て い る . 使用す る粒子 に関 して
はラ テ ッ ク ス
7)即
,
セ メ ン ト
6)7)
, 金属
桝)が 用 い ら れ る こ と が 多
い が , ポ リ エ チ レ ン粒子を用 い た実験 は ほ と ん ど ない ･ こ れ は
ポリ エ チ レ ン粒子 が培養液中で浮上 , 凝 集す る性質を有す るた
め, 浮遊液の 作製が困難 で , 粒 子の 混 合濃度 , 大 きさ を コ ン ト
ロ ー ル する こ と が 難 しい か ら と考えら れ る . すなわ ち ポ リ エ チ
レン粒子を実験に用 い るた め の 何 らか の 工 夫が 求め ら れ て い る .
実験の 問題点と して 第 一 に, ポ リ エ チ レ ン 粒子に様 々 な状態
の もの が あり, そ れ らの 統 一 が 困経と い う点が ある . 再置換術
時に得 ら れ た組織か ら抽出 した ポ リ エ チ レ ン 粒子は , い か に厳
密に滅菌 , 洗浄操作を繰り返 して も蛋白等の 付着 した 粒子 しか
得ら れ て い な い 可 能性が あり, ポリ エ チ レ ン が 変性 して い る 危
険性もある . す な わち実際の 粒子 の 形や 大きさ は再現でき るも
の の , 佃 の 因子 が 実験 に影響 を与え得 る欠点 を有す る. ま た関
節シ ュ ミ レ ー タ ー を用い る 方法 は , 回収 で きる粒子 の 量が 非常
に少ない 点が 問題で , 実際の 粒子を再現 でき, 汚染もなく理想
的だが , 多量の 粒子を実験に使用する の は 難 しい . 一 方 , 工 業
的に作 ら れ た ポ リ エ チ レ ン粒 子は 球形 で大きさ が 均 一 な た め,
実験誤差 が比較的少 な い と 思 わ れ る . 粒子 径の 小 さ い ポ リ エ
チ レ ン 粒子を高精度 で作製す る の は 困難 であ るが , 平均径 が
3.0〃 m の 粒子が製品化 され て おり , 実際 に膜様組織に含まれる
粒子 と大き さ が 近く , マ ク ロ フ ァ ー ジ が 十分食食可能 と考え,
今回の 実験で は こ れ を利用 した .
次 に, 無血清の 培養液に ポリ エ チ レ ン 粒子を浮遊させ よ うと
す る と, 培養液上 面に粒子が凝集, 浮上 して しまうが , こ れ は
0.95と い う低比重と表面荷電に よ る と さ れ て い る . こ れ に対 し
て は 血 清添加培養液 に ポ リ エ チ レ ン 粒 子を浮遊 させ る こ と で ,
凝集が抑制さ れ る と考えら れ て きた. そ こで まず ポリ エ チ レ ン
粒子 を浮遊さ せ る 際の 血 清の 役割 に つ い て検討す る ため , ポ リ
エ チ レ ン 粒子の 無血清浮遊液と 血清浮遊液 の 光学顕微鏡像お よ
び粒子径を比較 した . そ の 結果, 血清浮遊液で は凝集が少なく
粒子径が小 さか っ た . こ れ は疎水性の ポ リ エ チ レ ン 粒子周囲 に
血 清蛋白が付着 して オ ブ ソ ニ ン 化が お こ り, 粒子 の 凝集を妨げ
る た め と考えられ た . 本研究 で はそ こ で , こ の 粒子周囲に付着
す る蛋白 に注目 して さ ら に検討を進 め た.
さ て 人工 生体材料の 表面に付着す る蛋白 につ い て は , 人工 血
管に 関する研究 が進 んで い る . 材料表面 に付着 しや すい 蛋白 と
して は アル ブ ミ ン , IgG, 補体ヤ フ イ ブ リ ノ
ー ゲ ン等 が知 ら れ
て い る が , 付着 する 蛋白 に よ っ て は , 凝固系 や 血小板を活性




38)は異物表面が 血 液 と接触し た時 に生 じる 吸
着反応を熱力学的に解析 し た ∴k m a nら
39)は 固体表面と血 液が
接触す る と 数秒以 内に蛋白の 吸着 が起 こ り, ア ル ブ ミ ン や γ t
グ ロ ブ リ ン は30分程度で吸着が完成す ると した . 一 方 , 人 工
関節由来 の 粒子 に関 して は , 最近 セ メ ン トや チ タ ン 合金粒子 の
周開に付着す る蛋白 に つ い て 報告さ れ
40)
, 検討さ れ 始めて い る
が , ポ リ エ チ レ ン 粒子 に つ い て は報告 され て い な い . 今回ポリ
エ チ レ ン粒子周囲 に付着する蛋白 の 同定 を試み た が , 浮遊液中
の 遊離 の 蛋白と の 分離が ま ず問題 と な っ た . セ メ ン トや 金属 の
よ うな 高比 重の 粒子であれば, 比 重差 に よ る通常の 遠心分離が
可能 である が , 遠心 し て もポ リ エ チ レ ン 粒子 が 浮上 し て しま
う た め, 遠心濾過に よ る分離法 を用い た . 遊離 の 蛋白の 混入 を
防 ぐた め , 分離 操作 は 2回繰り返 し た . そ の 結 果 , S D S-
P A GE に より 検出 できた の は ア ル ブ ミ ン とIgG で あ り, こ れ
ら が ポ リ エ チ レ ン 粒子表面に付着する蛋白 である こ と が 判明
し た .
マ ク ロ フ ァ ー ジは 他の 外 的刺激 に対 し容易に活性化 され る性




42)は3つ の マ ク ロ フ ァ ー ジの セ
ル ラ イ ン を 同一一粒 子で 刺激 した と こ ろ, 骨吸収活性上全く異 な
る 結果が得ら れ, セ ル ライ ン便周上 の 注意を促 して い る ･ 今回
は ヒ ト体内に近い 条件 を再現する た め , ヒ ト マ ク ロ フ ァ
ー ジを
使用 し た. 分離の 際 に リ ン パ 球の 混 入が 懸念 され るが , フ ロ
ー
サ イ ト メ トリ ー に より, 9 5% 以 上の 細胞が マ ク ロ フ ァ
ー ジと 同
定で き た プ ラス チ ッ ク付着法を伺い た .
一 方 , 浮上 して くる ポ
リ エ チ レ ン 粒子を マ ク ロ フ ァ ー ジに 会食させ る工 夫 と して , 血
清添加培地 を用 い て 可 及的に粒子 を分散させ たり, 浮上 の 影響
を極力小さくす るた め , 培養液をできる だ け少なくす る等の 努
力 が な さ れ て はきた . しか し実験の 再現性が不十分で , き らに
改良が 求め ら れ て い る. Cba ngら
9)は ア ガ ロ ー ス ゲ ル を用い ,
常 田 ら 1(
-)は コ ラ ー ゲ ン ゲ ル を用い て , ポ リ エ チ レ ン粒子 と マ ク
ロ フ ァ ー ジを包捜 し, 粒子が 浮上 して こ-ない よ うに工 夫 して い
る. Ho ro witzら
11)
は2つ の シ ャ
ー レ を繊み 合わせ , 小 さ い シ ャ
ー レの 底面に マ ク ロ フ ァ ー ジを付着させ , それをポ リ エ チ レ ン
粒子 の 浮遊液が 入 っ た大きい シ ャ ー レの 中に浮かす培養法を行
っ て い る . またS bir ataら16)は24穴 の プ レ ー トを倒立させ て行
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う培養方法 を考案 し, ポ リ エ チ レ ン 粒子を 含め た多種類 の 粒子
間の 比較が 行い 得 る と して い る. ニ の 方法 は マ ク ロ フ ァ ー ジ の
プ ラス チ ッ ク付 着性 と , ポ リ エ チ レ ン 粒子 の 低比 重 に よ る浮上
の 性質を利月ヨした もの で , 粒子と細胞を常 に接触 させ , 粒子濃
度 に再現性をもた せ 得 ると 考 えら れ る . 今回は こ の 方法を4 ウ
ェ ル ナ ヤ ン バ ー ス ラ イ ドに応用 した が , ゲ ル を用い る方法 に比
較 して 簡便 で , 貪食 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ の 回収が 容易であ る と
い う利点 がある . 実際今回の 実験で も, 粒子 を貪食 して い る細
胞数の カ ウ ン トが 非常 に容易に行い 得 た. → 方 , 本法は 通常 の
培養法と遠 い , 嫌気的な培養環境 にな るた め , 細 胞の 生 存状態
が問題と な る が , 大気と 交通 の な い 系 にお い て も細胞 は72時
間程度 は生 存可能 と さ れ てお り, 培養 時間が 24時間程度 の 今
回の 実験で は 問題 な い もの と 考え た .
粒子に よ る 刺激 に より , マ ク ロ フ ァ ー ジ は P G E2, T N F- α ,
Ⅰし1, I L 6等の サ イ トカ イ ンや 成長因子 , ケ モ カイ ン , 遊走 阻
止国子等 の 種 々 の 因子を放出す る . 固形の 材 料 に 関 して は ,
Bo nBeld ら
43)
, M ille rら
44)は特 にⅠし1/9 の 重要性を強調 し てお り,
Ⅹu ら
45)は T N トα が 重要で ある と して い る . 今回 の 粒 子で の 実
験で は, T N Fα よ りもⅠし1β, Ⅰし6の 方 が付着蛋白の 影響を反
映 して い る と い う結果 を得 た. しか しい ずれ の サ イ ト カ イ ン が
最も重要 か と い う議論 は難 しく , T N F- α に関 して は ア ツ セ イ
の 遠い に よ る差が 指摘 され て い る こ と , 試験 管内の 特殊 な環境
で の サイ ト カイ ン ネ ッ ト ワ ー ク等も考慮する必要がある と思わ
れ る .
さ て人 工 生体材料 の 表面 に付着する蛋白と細胞 と の 関係 に つ
い て は, 生体内で の 人工 血 管に 関する検討か ら , ア ル ブ ミ ンを
優先的に吸着す る材料 は血 小板を活性化 し難い が , フ ィ ブ リ ノ
ー ゲ ン や γ
- グ ロ ブ リ ン を強く吸着す る材料 は容易 に活性化す
る と報告され て い る12). 今回粒子周囲 に付着 して い る蛋白 と し
て検出 し た, ア ル ブ ミ ン とIgGを別 々 に粒子 に付着させ , マ ク
ロ フ ァ ー ジ にそれ ら の 粒子を食食 させ る実験 を行う こ と で, 両
者の う ちで はIgG の方が マ ク ロ フ ァ ー ジの 貪食に 与え る影響が
大きい と い う結果 を得 た . こ れ は 固形 の 材料 の 場合 には No rde
ら
38)
, C hu a ng ら
46)
, Bo nBeld ら
47)48)に よりすで に報告 さ れ て い
る が , ポ リ エ チ レ ン 粒子の 場合でも同様である こ とが 証明さ れ
た. 一 般 に, マ ク ロ フ ァ ー ジが 異物 を貪食する際 の メ カ ニ ズ ム
と して は , ジ ッ パ ー モ デ ル が よ く知 られ て い る3糾9). 人工 生 体
材料 であ る ポ リ エ チ レ ン 粒子 の 場合も同様 に , γ - グ ロ ブ リ ン
に よる オ ブ ソ ニ ン化 が起 こり, マ ク ロ フ ァ ー ジの 粒子貪食が促
進 される結軋 Ⅰし1β, Ⅰし6等の サ イ トカ イ ン の 産生 が 増加す
る機序が示唆さ れ た.
本研究 によ り, ポ リ エ チ レ ン粒子 に血 清加え る こ と に よ っ て
比較的均 一 な浮遊液が作成可能 であり, さ ら に倒立 培養法を用
い る こ とで マ ク ロ フ ァ ー ジに粒子を再現性をも っ て会食 さ せ る
こ とが 可能 とな っ た . 本法は ポ リ エ チ レ ン 粒子が 原因となる オ
ス テ オ ライ シス の 研究 を行う上 で, 非常 に有用 と考えた . また
マ ク ロ フ ァ ー ジ の ポ リ エ チ レ ン粒子食食 にお い て は粒子周囲に
付着する蛋白, 特 に γ - グ ロ ブ リ ン が 重要な役割を果 た して お
り, それ に よ っ て マ ク ロ フ ァ ー ジ の 粒子食食が促進 さ れ る 結果,
サ イ トカ イ ン の 産生が 増加する機序が推察さ れ た.
結 論
人工 関節周囲の オ ス テ オ ライ シス の 原周 で ある, マ ク ロ フ ァ
ー ジの ポリ エ チ レ ン 粒子食食, 活性化の 機序を明らか に す る日
的で , 生 体内で ポ リ エ チ レ ン粒子周囲に付着 して い る と 考えら
れ る 蛋白 に着目 し て 試験 管内 で実験 を行 い , 以 下 の 結 論を
得 た .
1 . ポリ エ チ レ ン 粒子表面 の 付着蛋白に よ り, マ ク ロ フ ァ ー
ジ の 粒 子会食促進 , Ⅰし1ノ9 , Ⅰし6の サ イ ト カ イ ン 産生増加が観
察 され た .
2 . ポリ エ チ レ ン粒子周囲に付着する血清蛋白は , ア ル ブ ミ
ン
, γ
- グロ ブ リ ン が 主で あ っ た .
3 . マ ク ロ フ ァ ー ジ と ポ リ エ チ レ ン粒子 を , 再現性 よく混乱
接触 させ る 方法と して , 倒立培養法が有用であ っ た .
4 . ポ リ エ チ レ ン 粒 子周囲に ア ル ブ ミ ン , γ - グ ロ ブ リ ン を
そ れ ぞれ 付着 させ て , マ ク ロ フ ァ ー ジの 粒子食食, サ イ トカイ
ン 産生 を検討 した 結果 , γ - グ ロ ブ リ ン を付着 さ せ た場合に有
意 に, 粒子 の 会食促進, Ⅰし1ノ9 の産生増加を認 め た .
以 上 の 成聴か ら , マ ク ロ フ ァ ー ジの ポ リ エ チ レ ン 粒子食食に
お い て , 粒子表面 へ の 蛋白付着, 特 に γ - グ ロ ブ リ ン に よ る オ
ブ ソ ニ ン 化が 重要 であり , マ ク ロ フ ァ ー ジの 活性化 に影響を与
え て い る と 結論 し た.
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Eey w ords polyethyle nepar ticle,PrOtein , m aC r Ophage, Phagocytosi
A bstr act
Itiss ug gested thatthef正st step ln O Ste Olysis, a COm Plicatio n oc c u n ngl n COrUu nC tio n wi thtot aljol nt arthr oplasties,is the
phagocyto sis ofpolyethyle ne w e arparticles by m a c r ophages, Which res ults in the release of infla m mat ory cytokine sfto m
the s ec ells and the activ ation of osteoclasts. Itis kn ow n that the ads orpt10 n Ofpr oteins t othe su rfa c e of m ate rialsis a n
importantfac t o rin the rea ctio n of c ells to their presen c e, a nd that this re action v a rie s ac c ording to the kind ofproteins
adsorbed. In this study, ads orptl O nOfpro teinsto the surfac e ofpolyethyle n eparticles wasinvestlgated in o rde rto clarifythe
m e chanis m ofphagocyto sis ofpolyethyle ne particles by m acrophages a nd the activ atio n of m acrophage s･ Itpro ved to be
alm o s timpos sible to u s epolyethyle ne pa rticlesin a nin vitr os tudy･ be cause they ag gregat ea nd te nd to float upw ard
in a s eru mfree medium ･ The Brs texpe riments desc ribed he r eshow edthatthe siz eofthe polyethyle n eparticle s wa s3･31±
0･59FL m Whe nthey w e re dispersed in a s e rum
-CO ntain l ng m ediu m and m e as u r ed by dyn a miclight s c atte rl ng･ While it w
as
7･20±6･35FL m in ase r u mfree m edium ･ T his diffe re n c ein siz e cle ar1yindicates the aggregation of the pa rticle s･ It a
ls o
mea n s that ads orptlOn a nd ops oniz ation ofserum prO tein sto the s u rface ofthe pa rticle s s up pre s es s u ch ag gr egatio n･ T he
ads orbed protein sw e re identified as albumin and γ
-
globulin by S D S
-P A G E･ Se condly, m a C rOPhage s w e r e able to be
incubated in close co nt act withpolyethylen eparticles by us e ofa ninv e rted c ultur esyste m ･ In this syste m m a c rophag
es w ere
attachedto the botom s ofcha mbe rslide s, Which w e rethe nfilled with apolyethylen epa rticle su spe n sion , Se aled with pla stic
film andinverted forin cubation. T his system w a s usedto m e a s u re, Wi ththe aidofalbu min- C O atedparticle s a nd IgG
- C O ated
particles, the phagocytosis ofsaidpa rticle s and the produ ction of cytokin esby the ma c rophages･ M a c rophages sho w ed
a
t e ndencyto phago cytose m ore particle sandtoproduc e m oreI L
-6 a nd I L-1β whe nin c ubated with pr otein - C Oa tedparticles
than wi thno co ating o ne s. T hey also te ndedtophagocytose m or epa rticles and produ c e significantly m or eI し1β when
incubated for12 hr wi thIgG-C Oated particle sthan with albu min- COated on e s･ In con clusion , W eSu C C e SSfully c re ated a
polyethyle ne particle suspension in whichthe particle sw er e we11dispe rsed a sa r e sult ofthe ad dit on ofse ru m, and the
inverted culture system pro vedtobe aus efu 1syste mfor sho wlng the exacteffe ctsofphagocytosis ofpolyethylene particle s
･
It w as show nthatphagocytosis ofparticlesby m acrophages w a s a c cele rated by the prese n c eofadsorbed proteins, e SPeCia1y
γ
-
globulin, O n the surfac e ofthe polyethyle nepa rticle s, a nd that the production ofcytokin esby the mac rophages w as a
ls o
increased in th is c ase .
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